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@ Varfahren zur elektrochemischen Hydrierang von Nicotln-amidadenin-dinueleatid. 

Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nlco- 
tinamid-adenln-dlnucleotid <NAD©> zu NADH in waSriger 
Losung und in Gegenwart einer Metallkomp!exverbindung 
ais Elektronenubertrager. 
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'Verfahren zur elektrochemlschen Hydrierung von Nicotin- 
araldadenln-dinucleotid 



Diese Erflndung betrlfft ein Verfahren zur elektro- 
chemlschen Hydrierung von Nlcotlnamldadenln-dlnucleotid 
(NAD®). 

NAD splelt bekanntllch im Organlsmus bel vlelen unter De- 
hydrlerungen und Hydrlerungen verlaufenden enzymatlschen 
Prozessen die Rolle des Wasserstoff UbertrSgers . Bel Redox- 
reaktlonen reagiert das Coenzym NAD®/NADH dabel in folgen- 
der Weise: 

NAD® + 2H = fNADH + H®. 



Zahlrelche Enzyme und Mikroorganismen slnd in der Lage, in 
Gegenwart von NADH die Reduktlon ungesSttigter Verblndun- 
gen zu bewirken. Diese Reduktionen, bei denen NADH wie 
beschrleben als Coenzym wirkt, haben bei einer groSen Sub- 
stratbrelte den Vortell einer hohen Stereospezif itat. Es 
1st deshalb wtoschenswert , diese vorteilhafte Wirkungs- 
weise ftlr eine gewerblich anwendbare Reduktlon ungesSttig- 
ter Verblndungen, insbesondere zur Herstellung chlraler 
Molekaie heranzuziehen. Eine derartige Moglichkelt last 
slch Jedoch nur dann wirtschaf tlich reallsleren, wenn das 
25 bel der Reduktlon entstandene NAD® auf einfache Weise zu 
NADH regeneriert werden kann. 

Reduzlert man NAD elektrochemisch zu NADH, so werden bel 
-1,1 Volt, bezogen auf die Kalomelelektrode, im wesent- 
lichen enzymlnaktive Dimere gebildet. Da auch bel elnem 
sehr negatlven Potential von -1,8 Volt, bezogen auf die 
Kalomelelektrode, das NADH neben unwlrksamen Dimeren und 
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'isomeren nur In 50 JJiger Ausbeute gebildet vfird, kommt die 
direkte elektrochemlsche Reduktion fUr die Regenerlerung 
von NAD® praktisch nlcbt in Betracht. 

Man hat deshalb schon vorgeschlagen, das NAD® durch eine 
indirekte elektrochemische Reduktion zu regenerieren, bel 
der man die Elektpolyse in Gegenwart eines Elektronenttber- 
trageps und eines zusStzlichen Enzyms, das die Elektronen- 
abertragung auf das Coenzym NAD® katalysiert, d\irchfahrt. 



So warden in Angew. Chem. 98 (1981) 897, in J. Org. Chem. 
i}6 (1981) 4622 sowie in J. Org. Chem. 46 (1981) 4100 Ver- 
fahren beschrieben, bei denen man als Elektronentibertrager 
Methylviologen Oder trans-4,5-Dlhydroxy-l,2-dithian verwen- 
15 det. Diese Methoden haben jedoch den Nachtell, dafl die zur 
Katalyse der Elektronentlbertragung notwendigen Enzyme 
empfindlich, schwer zu reinigen und nur mlt aufwendigen 
Methoden zu isolieren sind. 

20 l3 wur^t nun gefunden, daB man die elektrochemische Hy- 

arlfPims V©n Nieo^inamidadenin-dinucleotid (NAD ) zu NADH 
in ^SiPigt? liSsung und in Gegenwart eines Elektronentiber- 
^rlgeps grhe^l^ieii v§rteilhafter durchfiihren kann, wenn man 
gis mejEtf?>nenftl^i?^?'^S?? Me^aiikomplgxverbindungen verwen- 

iegpndeps geeignefe gind Metaiikgmpiexvepbindungen mlt 

nem fleiukfclg)n.epotential nlcht negatiyep ^Is r-i,3 Y9l^> V§?= 

gugswelse nichi ngfa^lver als -0,^ Volt, bezpgtn auf die 

^ Af/Agei.-Elekt;r§eie, MetailkempleKvepfelndungen ier genannten 
Apt; enthaiten g.l§ Zentpalatofii z.-i, Rh~i W^' ' i » ? 
iP^, ir^^^, Fe^-, Fe^, Ni"^ jf-iP, ^p???, g©^ ^d Liganden 
z,B, 2,?'--Bipyriain, if ,?J*--l>lae*hyi-2,2'r-blpy»idin, 
i , 10-Ph#nanthroiin , 2 , 2 » , 6 ' , 2 .rr-f eppyridin , Tetra^ 

55 azafflakrgeyGien, gin Psrphyrln, #in Phthaiocyanin ^der NQ, ^ 
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^Von diesen Metallkomplexverblndungen, von denen solche mlt "* 
organischen Llganden bevorzugt slnd, selen im elnzelnen 
folgende Verblndungen genannt: Aquocobalamln. 

[Rh(blpy)3]3® X®, CRh(blpy)2]3® x®, 
[Rh(bipy)2(H20)233® X®, l}iU??h^) ^2^® x®, 
CRh(blpy)2(H20)]® X®, CRu(bipy)3]39 x®, 

[Rh(blpy)2(0H)2]® X®, [PeCNOgCllg, 
[Rh(blpy)(H20)]® X®, CCoCNOgBrJg, 
TS in denen X ein Anion, z.B. CI bedeutet. 

Das neue elektrochemlsche Verfahren wird vorzugswelse in 
einep geteilten Zelle bel Temperaturen bis zu 70°C, zweck- 
maBlg bel 10 bis 50°C \md einem pH von 5 bis 10 durchge- 

20 fahrt. Als Elektroden wird ein fflr Elektrosynthesen Ubli- 

ches Elektpodenmaterial verwendet. So sind z.B. Kathoden aus 
Metallen, wie Blei, Kupfer, Eisen und Nickel oder Graphit 
und Anoden aus Platin oder Graphit geeignet. Die Stromdich- 
ten betragen z.B, 1 bis 100 mA/cm^. Das Kathodenpotential be- 

25 tragt z.B. bis zu -1,3 Volt und llegt vorzugswelse zwischen 
-0,5 bis -0,9 Volt, bezogen auf die Ag/AgCl Elektrode. 

Die Elektrolyse wird in wSBriger L5sung durchgefUhrt , wo- 
bel die LSsungen, z.B. auch LSsungsvermlttler , das sind 
30 mit Wasser mischbare opganische LSsungsrnittel, z.B. Alko- 
hole, wie Methanol und Ethanol oder Ether, wie Dioxan oder 
Dimethoxyethan enthalten kSnnen. 



35 



Beispielsweise wird die Umsetzung In einer wSSrigen LSsung 
von Tris-HCl-Puffer durchgef iihrt , das sind LSsungen von 
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'' Trig -(hydroxymethyD-amlnome than, die cLurch Zugabe von 
Salzsaure auf den gewtlnschten pH-Wert elngestellt warden. 

Man fQhrt die elektrochemische Hydrierung von NAD mlt 
5 Hilfe der genannten Elektronentibertrager zweckmSaig In 

Gegenwart der ungesattlgten Verbindung, die durch das re- 
generierte NADH reduziert werden soll^ sowie in Gegenwart 
solcher Enzyme durch^ welche die Reduktlon der ungesSttig- 
ten Verblndungen durch NADH katalysleren. 

Qeeignete ungesSttlgte Verblndungen sind z.B, Ketone, vrie 
Cyclohexanon, Methyl- Oder Ethylcyclohexanon, 2-Nor- 
bornanon, Bicyclo[3* 2* l]-2-octanon Oder Acetophenon^ sowie 
Aldehyde, Ketocarbonsauren Oder Verblndungen mlt 
IS -C=C-Doppelbindungen. 

Geeignete Enzyme sind z.B. alle bekannten NADH- und NADPH 
(Nlcotlnamidadenin-dinucleotidphosphat)-abhangigen Oxido-Re- 
duktasen, das sind Alkoholdehydrogenasen, wie HLADH (Horse- 
20 -llver-alkohol-dehydrogenase), oder Aminosauredehydrogenasen. 

Nach dem erf IndungsgemaBen Verfahren lafit slch die elektro- 
chemische Hydrierung von NAD® zu NADH besonders vortell- 
haft durchftthren. So vrird z.B, die Bildung von Dlmeren des 
25 NAD® weitgehend verhlndert* Aufierdem kann man das Ver- 
fahren auch in Abwesenheit von Enzymen durchfUhren, die 
man bei den bisher bekannten Methoden zugesetzt hat, urn 
die ElektronenUbertragung auf das NAD zu katalysieren. 

^ In den folgenden Beisplelen wird das erf indungsgeraaSe Ver- 
fahren am Beisplel der indirekten elektrochemischen Re- 
duTction von NAD® zu NADH mit Hilfe von Rh(bipy)2® als 
Elektronenttbertrager veranschaulicht , wobel als zu re- 
duzierende Verbindung Cyclohexanon verwendet wird, das in 
Gegenwart des Enzyms HLADH ( Horse-live r-alkohol-dehydro- 
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'■genase) in Cyclohexanol tibergeftlhrt wird. Die dabel Im 
Kathodenraum stattf indenden Reaktionen slnd aus dem folgen- 
den Schema- erslchtlich: 




Der KLektronendbertrager TrisC2,2'-bipyridyl]-rhodltim-tri- 
15 chlorid geht dabel entsprechend der folgenden Glelchung 
durch Atifnahme von Elektronen an der Kathode in das Bis- 
[2,2' -bipyrldyl]~rhodium-chlorid ttber 

2 e® + [RhCbipy)^]^® CI3® 
1 

[Rh(bipy)2]® CI® + bipy 

Belspiele 

25 

Die Elektrolyse vmrde in einer getellten Elektrolysezelle 
mit einer Graphit-Kathode der OberflSche 6 cm^, elner 
Platln-Anode und einer Glasfritte als Diphragma bel Raum- 
teraperatur, einem pH von 9 und einem Potential von 
30 -950 mV, bezogen auf eine Ag/AgCl-Elektrode durchgefuhrt . 
Als Referenz-Elektrode diente eine Ag/AgCl-Elektrode in 
gesattigtem waSrigen Kaliumchlorid. 
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Als Anolyt vmrde eine 0,1 molare L6sung von Tris-HCl- 
-Puffer in Wasser verwendet, die mit konzentrierter Salz- 
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'"saure auf einen pH-Wert von 9 eingestellt wurde. Der 
Katholyt enthielt als Stainml5sung die glelche Lasung wle 
der Anolyf sovfie die In der folgenden Tabelle angegebenen 
Mengen an Rh(bipy)2Cl2, NAD®, Cyclohexanon und HLADH. 

5 

Die' Elektrolyseapparatur vmrde vor Zugabe des Cyclo- 
hexanons mlt Argon gespttlt und wShrend der Elektrolyse 
unter einer Argonatmospha.re belassen. Die Stromstarke be- 
trug anfSnglich 10 bis 20 mA. 

H) 

Bei den Beispielen 1 und 2 wurde diskontinulerlich gear- 
beitet, d.h. es vnxrde erst nach der Indirekten elektro- 
chemlschen Hydrierung des NAD® zu NADH das Enzym HLADH und 
Cyclohexanon zum Katholyten gegeben und anschllefiend das 
15 Cyclohexanol bestlnnnt. Bei der kontinuierlichen Arbeits- 
weise gemaa den Beispielen 3, 4 und 5 wurde die Elektro- 
lyse in Gegenwart von HLADH und von Cyclohexanon durchge- 
fUhrt und das Cyclohexanol gaschromatographlsch bestlmmt. 

20 Die Elnsatzzahlen und Ergebnlsse slnd aus der folgenden 
Tabelle erslchtllch: 
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^ Patentansprtlche 

1. Verfahreri zur elektpochemlschen Hydrierung von Nlcotln- 
amid-adenin-dlnucleotid (NAD®) zu NADH in wSfiriger 
5 L5sung und in Gegenwart eines Elektronentibertragers, 

dadurch gelcennzeichnet s dafi man als ElektronenUber- 
trSlger Metallkomplexverbindungen verwendet. 



2. Verfahpen nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet ^ dafi 
10 man Metallkomplexverbindungen mit elnem Redukt ions- 
potential nicht negativer als -1,3 Volt, bezogen auf 
die Ag/AgCl-Elektrode, verwendet, 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet ^ dafi 
15 man Metallkomplexverbindungen mit organischen Liganden 

verwendet . 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet ^ dafi 
man solche Metallkomplexverbindungen verwendet, die 

20 als Zentralatom Rh"^, Rh^^^, Ru^, Ru^^^, Ir^, Ir^^^, 

Fe'''-^, Pe°, Ni^-^, Ni°, Co^^"'-, Co und als Liganden 2,2'- 
-Bipyridin, 4,4'-Dimethyl-2,2'-bipyridin, 1,10-Phen- 
anthrolin, 2,2^,6* ,2"-Terpyridin, Tetraazamakrocyclen, 
ein Porphyrin, ein Phthalocyanin oder NO enthalten, 
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